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RESUMO 


Experimentos relativos a purificação do virus da necrose branca do fumo, 
em geral instável aos processos de purificação, mostraram ser possivel obter pre- 
parações razoavelmente homogeéneas partindo-se de plantas por cle infetadas. 

O processo de purificação constou de uma clarificação preliminar através 
da adsorção de diversos componentes do suco de planta, ao qual foi adicionado 
dietilditiocarbamato de sódio a 0,1 M e tampão de fosfato pH 80 e a 01 M em 
fosfato hidradatado de cálcio, seguida de ultracentrifugações diferenciais. Os re- 
sultados das purificações a partir de Nicotiana tabacum LL. var. xantht, Solanum ni- 
grum 1... e Datura stramonium 1.. doentes, mostraram-se consistentes com respei- 
to à presença de pellets após duas ultracentrifugações, o mesmo não acontecendo 
com as plantas controles. Tais preparações apresentaram infetuosidade até o 
terceiro dia após a extração do suco. 

Exames ao microscópio eletrônico das suspensões das pellets acima men- 
cionadas em água destilada, mostraram a existência de particulas esteróides com 
um diâmetro ao redor de 50 milimicra. 

Injeções em coelho, via intravenosa, num total de 7 doses de 2-3 ml de sus- 
pensão do virus da necrose branca do fumo, preparadas diariamente pelo processo 
ja referido, mas com uma só ultracentrifugação, provocaram a formação de anti- 
corpos para o mesmo, conforme se pôde constatar pelos testes de precipitina de 
difusão em agar. 


1 -- INTRODUÇÃO 


O virus da necrose branca do fumo tem sido encontrado afetando 
diversas plantas de importância econômica no Brasil. Diversos traba- 
lhos sobre identificação, transmissão, círculo de hospedeiras e algumas 
propriedades desse virus, já toram publicados (1, 2, 3, 4). Os resulta- 
dos de tais estudos tem aumentado o interesse pelo mesmo, não só por 


(1) Recebido para publicação em 22 de junho de tots. 
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razões de ordem prática como pela contribuição que os virus menos es- 
táveis possam oferecer para os problemas de caráter básico. 

O virus da necrose branca apresenta, quando inoculado em tumo, 
três fases distintas em sua sintomatologia e um circulo de hospedeiras 
mais ou menos semelhante ao do tobacco streak dos Estados Unidos e 
tobacco ringspot virus (10) Entretanto, as diferenças entre o virus da 
necrose branca e os dois acima é de tal ordem que tem justificado uma 
classificação distinta ao virus deserto neste trabalho (2). 

Entre os virus désse grupo, pelo que sabemos, apenas o tobacco 
ringspot, que é o mais estável, foi purificado por Stanley (11) e Stee- 
re (12). 

Assim, pois, o propósito dos autores, isolando-o e concentrando-o, 
verificando-lhe a forma e a dimensão, constatando o seu poder antige- 
nico, for o de contribuir para o maior conhecimento de um virus dotado 
de acentuada instabilidade aos tratamentos comuns de laboratório, e 
que já foi encontrado afetando diversas espécies de plantas cultivadas. 

Nossos primeiros ensaios de purificação do virus da necrose bran- 
ca do fumo não foram satisfatórios devido à mencionada instabilidade 
as operações de purificação. Contudo, o uso do dietilditiocarbamato 
de sódio, propiciando maior estabilidade ao virus, à semelhança do que 
sucedeu a alguns outros descritos por Fulton e Hampton (5, 6. 7). con- 
tribuiu para a obtenção do virus em estado parcial de pureza ¢ com po- 
der infetante. 

Simultaneamente foram levados a efeito trabalhos para a obtenção 
de informações preliminares sobre a forma e propriedade antigenica do 
virus, 


2— MATERIAIS E METODOS 
Em geral, plantas de fumo (Nicotiana tabacum var. xanthi) dota- 
das de 8 a 10 fólhas foram inoculadas com o virus da necrose branca. 
Apos 5 a 8 dias de inoculação, as fólhas exibindo lesões locais foram co- 
lhidas e submetidas à diversos tratamentos. Antes de moer, as folhas 


eram molhadas com tampao de fosfato de 01 M, pH 8,0 e igual volume 


de uma solução de dietilditiocarbamato de sódio a 0.01 M. Ao suco 
obtido era adicionado novamente igual volume de tampão de fosfato. 
essa suspensão era a seguir centrifugada a 4000 rpm durante 10 mi- 
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OR 
nutos e ao sobrenadante era adicionado fosfato de cálcio hidratado pre- | 


parado segundo o método descrito por Fulton (6). 


Após homogeneização do fosfato de cálcio hidratado (FCH) com 
o suco antes clarificado nova centrifugação de 4000 rpm, durante 15 
minutos, permitia obter um sobrenadante pardo-claro que era subme- 
tido a pelo menos dois ciclos alternados de centrifugação. Km alguns 
casos, antes do tratamento com FCH, era feita uma centrifugação de 
30 000 rpm, durante 75 minutos, com posterior suspensão das pellets 
em pequeno volume de fosfato com carbamato, nas proporções prévia- 
mente indicadas, e nova centrifugação a 3000 rpm, por 15 minutos. Ao 
sobrenadante obtido era então adicionado FCH e, após homogeneiza- 
ção, a suspensão era submetida a outra baixa centrifugação (3000 rpm, 
10 minutos). Este processo, que não parece prejudicar as características 
do produto final, for utilizado em algumas preparações a fim de econo- 
mizar o FCH. Paralelamente foi feito um teste que permitiu obter al- 
gumas informações com respeito ao processo de adsorção com FCH. 
Sucos de folhas de fumo com lesões locais e com virus sistêmico eram 
tratados igualmente com FCH e, depois de separados em sobrenadante 
e precipitado, foram inoculados em fumo. Os resultados mostraram 
que no sobrenadante estava quase todo o virus infetante. 

A mesma sequência no processo de isolamento do virus, sem o uso 
do dietilditiocarbamato de sódio, deu, no final, pellets apenas com as 
plantas doentes, mas sem infetuosidade. Ultracentrifugações diferen- 
ciais de preparações diluídas em tampão de fosfato 01 M e sulfito de 
sódio a 0,01 M também não produziram pellets infetantes. 

Além dos trabalhos com material proveniente de plantas com le- 
sões locais, foram feitas duas preparações com folhas que estavam na 
fase de recuperação, periodo êsse em que subsiste considerável quanti- 
dade de virus, sem sintoma muito pronunciado. 

O mesmo processo de purificação levado a efeito com plantas sa- 
dias, crescidas em igual situação, eliminou todo material normal apos a 
primeira ultracentrifugação. 

Idéntico processo utilizado a partir de plantas sadias e doentes de 
Datura stramonium e Solanum nigrum, produziu pellets apenas com o 
material procedente das doentes. 

Os produtos das diversas preparações com ou sem suspensão de la- 
tex e em diversas diluições foram colocados em peliculas de colódio pa- 
ra exames ao microscópio eletronico (7). 


(2) Consignig os nossos agradecimentos aos Drs. A. Vallejo Freire e A. Bruner Ir. 
pelas facilidades proporcionadas aos exames eletron-microscópicos de nossas preparações. 
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Ao mesmo tempo, preparações provenientes de um total de 800 g 
de fólhas de fumo com lesões locais causadas pelas estirpes [| e IL do 
virus da necrose branca do fumo (“) e preparadas diariamente por meio 
do FCH e centrifugações diferenciais, foram injetadas em coelho. Sete 
injeções de 2 a 3 ml foram feitas pela via intravenosa e, após 10 dias 
de descanso, colheu-se o sangue e preparou-se o soro pelo processo co- 
mum. | 

Testes de precipitina em tubos foram procedidos com o soro obti- 
do, sem resultado positivo. Diversas variações para a execução des- 
tes testes foram introduzidas. Dialse do soro contra água destilada e 
posterior suspensão em NaCl 0,14 N e precipitação com sulfato de amo- 
mo 0,5 saturado, seguido de uma diluição do precipitado em solução fi- 
stológica, foram experimentados visando eliminar possiveis interferen- 
tes do soro ou melhorar as condições para a especifica precipitação. 
Com o mesmo propósito absorveu-se o anti-sóro com agar, observando- 
-se o mesmo resultado negativo. 

Com respeito ao antigeno foram usados virus de varias fontes, 
suspensao de virus purificado e suco original. 

lim virtude da alta sensibilidade do método de difusão em agar, 
provado para diversos virus de planta, inclusive para o do red node 
do feyoeiro (*), dotado de característicos muitos semelhantes ao virus 
da necrose branca, realizou-se uma série de testes pelo método mencio- 
nado. Para isso, 0 meio para a reação foi preparado com agar, segun- 
do o processo deserto por Ouchterlony (8) e van Slogteren (9), usan- 
do-se fenol a 2% em vez de mertiolato, recomendado para preservação 
do meio contra microrganismos, 

Os buracos para a colocação das amostras foram feitos no ágar 
depositado em caixas de Petri, por meio de perfurações com cilindros 
metálicos e posterior sucção a vácuo. Cada reservatório comportava 
mais ou menos 0,05 ml do anti-soro e das amostras. Essas placas, uma 
vez prontas para as provas, eram mantidas em câmara úmida e obser- 
vadas periodicamente. 


RESULTADOS 


às pellets obtidas de plantas de fumo em dois estágios de infec- 
cao com o virus da necrose branca e as obtidas de Datura stramonium e 


(4) Essas estirpes fazem parte da Coleção da Seção de Virologia, Instituto Agronômico, 
Campinas, 


(4) Scott, H. A. Comunicação verbal. 
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PURIFICAÇÃO E SEROLOGIA DO VÍRUS 
DA NECROSE DO FUMO 


Estampa 1 


Re 


Virus da necrose branca do fumo. 4 — Particulas observadas ao microscópio 
eletrônico em preparações purificadas do virus da necrose branca do fumo. 
B — Reação serológica de difusão em ágar. 
positado o anti-sôro e os orifícios sob as linhas 1 e 2 contem suco de planta 
doente e sadia, respectivamente, 
ção entre antigeno do suco doente e seu anti-soro. 


Nos orifícios com as toi de- 


As linhas de precipitação revelam rea- 
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Solanum nigrum doentes, conquanto apresentassem em algumas prepa- 
rações uma tonalidade parda, mostraram, ao microscópio eletrônico, ser 
constituídas de partículas com um diâmetro de aproximadamente 50 
milimicra e aspecto razoavelmente homogêneo, como se pode ver na 
estampa 1-4. 

Em tais exames observou-se, amda, que as particulas preparadas 
pela técnica descrita neste trabalho. sombreadas com cromo, se apre- 
sentavam, em geral, com razoável achatamento. 

De maneira geral era bem mais fácil obterem-se pellets mais lim- 
pidas dos sucos provenientes de Solanum nigrum que das outras hospe- 
deiras por nós usadas neste trabalho. 


A suspensão das pellets em carbamato, demostrou boa infetuosida- 
de, mantendo-se assim infetantes pelo menos durante 3 dias, quando con- 
servadas a mais ou menos 5ºC. Uma preparação mais velha, mantida 
nas mesmas condições, já havia perdido seu poder infetante após 15 
dias de envelhecimento. 

Testes serológicos de difusão em ágar apresentaram linhas de pre- 
cipitação, revelando o poder antigênico do virus da necrose branca. À 
estampa 1-B mostra um dos testes de difusão em agar. 

Testes com as diversas estirpes dos virus existentes na Seção de 
Virologia, foram positivos, havendo casos com duas e até três linhas 
de precipitação, observadas dentro de um periodo de 16 horas a 6 dias 
no maximo. A natureza das linhas suplementares não esta bem esta- 
belecida. Nestes testes não houve reação para as amostras provindas 
de plantas sadias. © virus da necrose branca suspenso em dietilditio- 
carbamato de sódio e guardado em refrigerador a 53°C, muito embora 
houvesse perdido sua atividade após 15 dias. reagiu com seu anti-soro 
após 30 dias de envelhecimento. 

Os testes realizados com amostras de Datura stramonium e Sola- 
num nigrum doentes mostravam linhas de precipitação no agar, o mes- 
mo não se dando com as amostras sadias. 

Ensaios usando anti-sóro precipitado com solução 0,5 saturado de 
sulfato de amônio e suspenso em NaCl 014 N, demonstraram-se efetivos 
nos testes serologicos de difusão em agar produzindo as esperadas l- 
nhas de precipitação quando posto a reagir contra uma suspensão de 
virus. 


Os resultados dos testes estão resumidos no quadro L. 
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Ouapro 1. — Resultados obtidos nos testes serológicos de difusão em ágar com 
o virus da necrose do fumo contra seu anti-sôro 
Número Reação em 
Hospedeira Antigeno de material (1) 
testes |, = 
Doente | Sadio 
Suco purificado ........ | 4 +. quado 
Nicotiana tabacum ....... | 
Suco não purificado 2 + 
Suco purificado ....... | + | — 
Datura stramonium ...... 
Suco nao purificado ... ] 
Suco não purificado ..... l -+- — 
Solanum nigrum ......... | 
| Suco não purificado ....... | + — 
(1) + representa aparecimento de uma linha de precipitação; —— representa ausência da 
reação, 


4 DISCUSSÃO 


No decorrer dos trabalhos com o virus da necrose branca obteve-se 
uma série de evidências que revelou ser possivel isolá-lo e concentra-lo 
em um estado de relativa pureza, suficiente para a sua identificação. 

Com o desenvolver dos experimentos, a correlação entre as parti- 
culas esferóides, observadas ao microscópio eletrônico, e a causa da ne- 
crose branca do fumo, pareceu cada vez mais estreita. 


Constituem, em resumo, argumentos razoáveis para se aceitar tais 
particulas como os agentes causais da necrose branca os seguintes fa- 
tos: 

a) sua presença em preparações infetantes: 

b) constatação das partículas provindas de três espécies de plan- 
tas infetadas e a não obtenção de pellets nas preparações de plantas sa- 
dias, escolhidas para o contrôle, após a primeira ultracentrifugação : 

c) relativa homogeneidade das partículas nas preparações ao mi- 
croscópio eletrônico: 

d) testes serológicos positivos para as mais diversas preparações 
puriticadas e negativos para as testemunhas. 


Análises quimicas, que exigem um produto de maior pureza, aguar- 
dam o melhoramento dos processos de purificação. 
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Alias, a este respeito, a escolha da hospedeira parece ser um meio 
bastante promissor, de vez que as pellets obtidas apartir do Solanum 
nigrum têm-se mostrado bem mais claras, com aparente baixo teor de 
impurezas. 

Diversos tratamentos quimicos visando maior pureza foram tenta- 
dos: agitação da suspensão do virus em cloroformio, alcool amilico ou 
n-butanol, precipitação com sulfato de amônio e diálise contra água des- 
tilada. 

A desnaturação do virus, entretanto, é tão rápida, que tem tornado 
os métodos de reconhecida eficácia para outros virus, de pouca ou ne- 
nhuma eficiência no nosso caso. 


A possibilidade de se obter o virus da necrose do fumo com ativi- 
dade após a extração do suco por um periodo bem mais longo em rela- 
ção ao que se obtinha anteriormente, preservando o suco ou as prepa- 
rações purificadas com sulfito de sódio e tampão de fosfato, constituiu 
ocorrência realmente encorajadora. ‘al fato deve refletir, de maneira 
geral, a manutenção de sua integridade fisico-quimica por espaço de 
tempo maior, quer pela eliminação de uma série de impurezas ativas 
contra o virus, quer pela atuação benéfica dos solventes sobre ele ou, 
ainda, pela ação conjunta dessas duas causas. 

A manutenção da atividade do virus, embora se saiba não ser abso- 
lutamente necessária para a obtenção do anti-soro, parece ter tornado, 
em nosso caso, bem mais viável o exito do processo de imunização. 

Apos os trabalhos de imunização foram realizados testes atraves 
do método de difusão em ágar, obtendo-se consistentemente a reação 
antigeno-anticorpo, 

Repetidas provas de precipitina em tubos mostraram-se incapazes 
de revelar a reação esperada. E possível que a razão disso esteja na 
menor sensibilidade do teste, que não permite a observação de pequena 
quantidade do precipitado antigeno-anticorpo formado nas combina- 
ções com anti-soros pouco eficientes. Iispera-se, pois, que melhora- 
mentos no processo de imunização, acarretando formação de maior teor 
de anticorpo, torne viável o teste de precipitina em tubos. 

Apesar da limitação existente com respeito ao uso de outros tes- 
tes que não o de difusão em agar, já é perfeitamente viável a aplicação 
de anti-sóro obtido em trabalhos de natureza prática. 

Nos exames eletron-microscópicos, pode-se observar que as parti- 


culas do vírus da necrose branca do fumo apresentavam conformação 
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aproximadamente esférica e com um diâmetro em torno de 50 milimi- 
cra. Contudo, é de se esperar que determinações da forma e tamanho 
das partículas, com técnicas mais adequadas, venham comprovar ou não 
a suspeita sóbre a pouca consistência das mesmas, assim como revelar 
valores mais exatos das suas dimensões. 


SUMMARY 


This work presents the results of the purification of the Brazilian tobacco 
streak virus from material of different three host plant species, 

The procedure consisted of a preliminar clarification through the adsorption 
of several components of the juice from diseased plants extracted with phosphate 
batfer at pH 8,0, 0,1, M and sodium diethyl dithto carbamate at 0,1] M on hidrat- 
ed calcium phosphate and two or more ultracentritugation evcles. 

Pellets were obtained from diseased Nicotiena tabacum |. var. wxanthi, So- 
lanum nigrum Le. and Datura stramonium and never trom the healthy control plants 
after two ultracentrifugations, Suspension of such pellets im phosphate buffer 
and sodium diethyl ditio carbamate were infectious up to the third day after the 
juice extraction, 

Vhe purified preparations when examined under electron microscope show- 
ed particles approximately spherical with a diameter around 50 mn. 

The preparations obtained aiter the “elarification and one ultracentrifuga- 
tion evele when infected daily, intravenously, in one rabbit during 7 days promoted 
antibody tormation to the Brazilian streak virus. The presence of antibody im the 
antiserum could be demonstrated in gel diffusion tests, but not im precipitin tests. 
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STORAGE OF INGA EDULIS SEEDS 


SUMMARY 


Like other seeds of various economic crops, those of Inga edulis lose their 
vitality in a few days when exposed to the air. 


Storage of these short-lived seeds under different conditions of moisture 
content, temperature, and carbon dioxide accumulation has given the following 
information: 


1. Seeds lose their viability when the water content is reduced to 35% or 
less. 


2. ‘Temperature seems not to be effective unless on the rate to which this 
critical point dessication is attained. 


3. The rapid loss of vitality of seeds kept in airtight containers is proba- 
bly due to the carbon dioxide accumulation. Here also the temperature seems 
to act indirectly, modifyng the rate of respiration of the seeds. 
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